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摘要： 目的　 探究补肾强督治偻汤对强直性脊柱炎 （ＡＳ） 异位骨化的影响。 方法　 体内实验： 将 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分

为空白组、 模型组、 塞来昔布组 （７０ ｍｇ ／ ｋｇ） 及补肾强督治偻汤低、 中、 高剂量组 （１８􀆰 ５、 ３７、 ７４ ｇ ／ ｋｇ）， 采用胶原

抗体诱导法构建 ＡＳ 异位骨化小鼠模型， 造模第 １０ 天灌胃给药至第 ４２ 天。 记录小鼠一般情况及足踝关节肿胀情况，
ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、 ＨＥ 染色、 番红固绿染色评估关节异位骨化情况， 转录组测序筛选核心信号通路。 体外实验： 以髋关节韧

带成纤维细胞为研究对象构建韧带成纤维细胞成骨分化模型， 分别给予低、 中、 高剂量补肾强督治偻汤 （０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、
１ ｍｇ ／ ｍＬ）， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性， ＡＬＰ 染色和茜素红染色评估成骨分化水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测成骨标志物

ＲＵＮＸ２、 Ｃｏｌ１ａ１、 ＯＰＮ 蛋白表达及 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路相关蛋白 ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ 表达及磷酸化水平， 免疫荧光法检测 Ｈｉｐｐｏ ／
ＹＡＰ 蛋白核定位情况与表达。 结果　 体内实验： 与模型组比较， 补肾强督治偻汤各剂量组及塞来昔布组未产生体质

量及肝脏、 脾脏、 肾脏脏器指数变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 补肾强督治偻汤中剂量组小鼠关节肿胀度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 各剂量

组异位骨化程度减轻， 新骨组织体积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 转录组学分析提示 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路是补肾强督治偻汤发挥作用

的核心通路之一。 体外实验： 与模型组比较， 补肾强督治偻汤各剂量组 ＡＬＰ 染色阳染面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 茜素红染
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结论　 补肾强督治偻汤可能通过激活 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路， 抑制韧带成纤维细胞 ＹＡＰ 核转位及下游成骨基因转录， 从而

减轻 ＡＳ 异位骨化。
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０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｎｅｗ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｅ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｈｉｃｈ Ｂｕｓｈｅｎ Ｑｉａｎｇｄｕ Ｚｈｉｌｏｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｅｘｅｒｔｓ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ： Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａｓ ｏｆ ＡＬＰ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｂｕｓｈｅｎ Ｑｉａｎｇｄｕ
Ｚｈｉｌｏｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａｓ ｏｆ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ Ｃｏｌ１ａ１， ＳＯＸ９， ＲＵＮＸ２， ａｎｄ ＯＰＮ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＬＰ， Ｃｏｌ１ａ１， ａｎｄ ＲＵＮＸ２ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｐ⁃ＬＡＴＳ ／ ＬＡＴＳ， ｐ⁃ＹＡＰ ／ ＹＡＰ ） ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＹＡＰ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｂｕｓｈｅｎ Ｑｉａｎｇｄｕ Ｚｈｉｌｏｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｍａｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ＡＳ ｈｅｔｅｒｏｔｏｐｉｃ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｈｅ Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ ｐａｔｈｗａｙ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ｉｎ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｂｕｓｈｅｎ Ｑｉａｎｇｄｕ Ｚｈｉｌｏｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ； ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｅｗ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ；
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ； Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 强直性脊柱炎 （ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ， ＡＳ） 是

一种以中轴关节慢性炎症和脊柱关节韧带异位骨化

为特征的自身免疫性疾病， 其典型病理表现为骶髂

关节和脊柱的炎症反应及韧带附着点的病理性新骨

形成， 最终导致脊柱强直和功能丧失， 好发于青壮

年［１］。 现代医学对 ＡＳ 的治疗主要依赖非甾体抗炎

药和生物制剂， 这些药物虽可缓解炎症症状， 但对

异位骨化的抑制作用有限， 且长期使用易引发感

染、 心血管事件等不良反应［２］。 有研究表明， 约

半数 ＡＳ 患者的炎症标志物处于正常水平时仍存在

影像学进展［３］， 提示新骨形成可能与炎症非直接

相关， 亟需探索独立于炎症调控的治疗策略［４⁃６］。

中医理论将 ＡＳ 归为 “肾痹” “骨痹” 范畴，
认为肾虚督寒、 外邪侵络是其核心病机［７⁃８］。 全国

名老中医焦树德教授考据经典， 认为 ＡＳ 与内经所

载 “大偻” 高度相符， 并据此创制补肾强督治偻

汤， 在临床上广泛应用， 取得满意疗效。 补肾强督

治偻汤在临床研究中显示出降低患者疾病活动度，
改善骨质破坏并调节成骨相关分子表达的作用［９］。
动物实验亦表明， 补肾强督治偻汤能抑制胶原抗体

诱导性关节炎 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＣＡＩＡ） 小鼠的异位骨化进展， 但其具体机制尚未

明确［１０］。
近期研究表明， Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 信号通路在骨代
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谢调控中起关键作用［１１］， 能够影响成骨分化与骨

稳态［１２］。 研究发现， ＡＳ 患者的骨化韧带组织中

Ｈｉｐｐｏ 通路相关基因异常高表达， 提示 ＹＡＰ 可能

通过激活成骨转录因子促进异位骨化［１３］。 本研究

以补肾强督治偻汤为研究对象， 聚焦 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ
通路， 通过动物实验、 转录组学分析及体外细胞验

证， 探索其对 ＡＳ 异位骨化的影响及分子机制， 为

中医药治疗 ＡＳ 提供科学依据和新的思路。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠 ３６ 只， 体质量 （２０±２） ｇ， 由广州中医药大学

实验动物中心管理 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（粤） ２０２３⁃００６８， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（粤） ２０２３⁃０３４２］， 饲养环境温度 ２３ ～ ２５ ℃， 相对

湿度 ５０％ ～６０％ ， 给予充足食物及饮水， １２ ｈ ／ １２ ｈ
光照 ／黑暗循环。 实验方案经广州中医药大学动物

研究伦理委员会审定并全程监督 （伦理审查号

２０２４１０１４００４）。
１􀆰 ２　 药物　 每剂补肾强督治偻汤由骨碎补 １８ ｇ、
狗脊 ３０ ｇ、 杜仲 ２０ ｇ、 制附子 １２ ｇ、 白术 １０ ｇ （康
美 药 业 股 份 有 限 公 司， 批 号 ２４０３３０１０６１、
２３１２０２２８１、 ２４０４０００７１、 ２４０１０２００６、 ２４０３００１４９）；
补骨脂 １２ ｇ、 熟地黄 １５ ｇ、 淫羊藿 １２ ｇ、 羌活 １２ ｇ、
鹿角霜 ６ ｇ、 川牛膝 １２ ｇ、 土鳖虫 ９ ｇ、 炙麻黄 ６ ｇ、
威灵仙 １５ ｇ、 生薏苡仁 ３０ ｇ、 赤芍 １２ ｇ、 白芍 １２ ｇ
（岭南药业集团有限公司， 批号 ２４０３０１、 ２４０１０１、
２４０３０１、 ２３０６００１、 ２４０１００１、 ２４０２００１、 ２４０１０１、
２４０１００１、 ２４０１００１、 ２４０１００３、 ２４０２００１、 ２４０１００２ ）；
独活 １０ ｇ、 川断 １８ ｇ、 防风 １２ ｇ （中国中药有限公

司， 批 号 Ｃ１２３１２１５２、 Ｃ１２３１１０５０、 Ｃ１２３１１１６８ ）；
泽兰 １５ ｇ、 干姜 ６ ｇ （大翔医药集团有限公司， 批

号 ＨＸ２４Ｒ０２、 ＨＸ２４Ｋ０１）； 桂枝 １５ ｇ、 知母 １５ ｇ
（广州采芝林药业有限公司， 批号 ＹＰＢ４Ｃ０００１、
ＹＰＢ４Ｂ０００１）、 白僵蚕 １２ ｇ （广州至信药业股份有

限公司， 批号 ２４０２００１） 组成， 中药饮片购自广东

省中医院， 经广东省中医院药学部鉴定符合 ２０２０
年版 《中国药典》 要求。 塞来昔布胶囊 （规格

０􀆰 ２ ｇ ／粒， 美国辉瑞公司， 批号 ０１４５６３１）。
１􀆰 ３　 试剂 　 Ａｒｔｈｒｏｇｅｎ⁃ＣＩＡ 􀅺 ５⁃Ｃｌｏｎｅ Ｃｏｃｋｔａｉｌ Ｋｉｔ、
Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｅ． ｃｏｌｉ Ｏ１１１ （美
国 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司， 货号 ５３１００、 ９０２８）； ＨＥ 染液

（北京兰杰柯科技有限公司， 货号 ＢＬ７３５Ｂ）； 骨组

织番红固绿染液 （东莞爱必胜生物科技有限公司，
货号 ＡＢＣ１０７１）； ＴＲＩｚｏｌ、 ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ） 磁珠、 ｄＵＴＰ

Ｓｏｌｕｔｉｏｎ、 ＬＡＴＳ 一抗、 ｐ⁃ＬＡＴＳ 一抗 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 货号 １５５９６０２６ＣＮ、 ２５⁃６１００５、
Ｒ０１３３、 ＰＡ５⁃９５５６４、 ＰＡ５⁃１０５４４４）； ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （ ＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）、 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （南京诺唯赞生物科技股份有限

公司， 货号 Ｒ３２３⁃０１、 Ｑ３４１⁃０２）； ＮＥＢＮｅｘｔ Ｕｌｔｒａ
ＲＮＡ ＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ （英国 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ 公司， 货号 Ｅ７５３０Ｌ）； ＥＺ⁃ｐｒｅｓｓ ＲＮＡ 纯化

试剂盒 （美 国 ＺＳｃｉｅｎｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，货号

ＥＺＢ⁃ＲＮ００１⁃ｐｌｕｓ ）； ＳＯＸ９、 ＯＰＮ、 ＲＵＮＸ２、 Ｃｏｌ１ａ１、
ＧＡＰＤＨ、ＹＡＰ、ｐ⁃ＹＡＰ 一抗、兔二抗、鼠二抗（美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司， 货 号 ８２６３０、 ８８７４２、
１２５５６、 ７２０２６、 ２１１８、 １４０７４、 １３００８、 ７０７４、 ７０７６）。
１􀆰 ４　 仪器　 酶联免疫检测仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）；
生物分析仪 （型号 Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公 司 ）； 高 分 辨 率 台 式 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 系 统 （ 型 号

Ｓｋｙｓｃａｎ １２７６， 德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； 基因测序仪

（型号 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００， 美国因美纳公司）； 电子压

片成像仪 ［型号 ｅ⁃ＢＬＯＴ， 易孛特生命科学 （上

海） 有 限 公 司 ］； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ 型 号

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００Ｃ， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统 （型号 ＡＢＩ７５００， 美

国 ＡＢＩ 公司）； 倒置荧光显微分析系统 （型号

ＥＣＬＩＰＳＥ Ｔｉ２， 日本尼康公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 中药溶液及塞来昔布溶液制备 　 中药溶液：
制附子于 ４００ ｍＬ 纯水中先煎 １ ｈ， 加入其余药及纯

水 ３ Ｌ， 煮沸 １􀆰 ５ ｈ， 稍冷却后过滤， 取水煎液， 将

２ Ｌ 纯水加至剩余饮片中， 武火煮沸后转文火煎

１ ｈ， 稍冷却后过滤， 取水煎液， 将 ２ 次所得水煎

液混合， 旋转蒸发， 浓缩至生药 ６􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ， 于４ ℃
冰箱中保存备用， 取少量中药原液制成冻干粉， 使

用无血清 ＤＭＥＭ 充分溶解为 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 中药原液，
过滤除菌分装后于－２０ ℃冰箱中保存备用， 体外实

验时， 使用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基配制

成所需浓度。 塞来昔布溶液： 塞来昔布胶囊每粒拆

取内容物并溶解于 ２ ｍＬ 无水乙醇中， 超声混匀后

加入 ４８ ｍＬ 超纯水， 于 ４ ℃冰箱中保存备用。
２􀆰 ２　 分组、 给药及造模　 ３６ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机

分为空白组、 模型组、 塞来昔布组 （根据体表面

积折算临床等效剂量为 ７０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和补肾强督治

偻汤低、 中、 高剂量组 （根据体表面积折算剂量

为 １８􀆰 ５、 ３７、 ７４ ｇ ／ ｋｇ）。 除空白组外， 其余各组小

鼠均使用胶原抗体诱导法构建 ＡＳ 异位骨化模型进
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行研究［１３⁃１４］， 在造模第 ０ 天按 １􀆰 ５ ｍｇ ／只腹腔注射

５⁃Ｃｌｏｎｅ Ｃｏｃｋｔａｉｌ 胶原抗体混合悬液， 第 ３ 天腹腔注

射 ５０ ｍｇ ＬＰＳ 诱导免疫炎症， 构建 ＡＳ 异位骨化模

型。 模型构建评判采用计分形式， 轻度踝关节、 腕

关节发红、 肿胀， 计 １ 分； 踝关节或腕关节中度发

红肿胀， 计 ２ 分； 关节严重发红、 肿胀， 出现末端

关节肿胀， 计 ３ 分； 多关节最大程度发炎， 关节僵

硬出现跛行， 计 ４ 分。 四肢总分达到 ６ 分及以上视

为动物模型造模成功。 从造模第 １０ 天开始， 各给

药组灌胃给予相应剂量药物， 空白组和模型组灌胃

给予生理盐水， 第 ４２ 天停止给药并取材。
２􀆰 ３　 关节肿胀度测量　 造模开始前， 在小鼠跖跗

关节平面作定位标记， 每 ３ ｄ 测量 １ 次小鼠足垫直

径及体质量， 计算小鼠关节肿胀度。 公式为关节肿

胀度＝［ （跖跗关节面足垫直径－第 ０ 天跖跗关节面

足垫直径） ／第 ０ 天跖跗关节面足垫直径］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 取材及组织处理　 ４２ ｄ 给药干预后， 小鼠禁

食不禁水 １２ ｈ， 称定体质量， 异氟烷麻醉小鼠并安

乐死， 使用精密电子天平称量肝、 脾、 肾脏湿重并

计算脏器指数， 取双后肢完整骨骼组织， 分别使用

ＲＮＡ 稳定液冻存或使用组织固定液固定备用。
２􀆰 ５　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描足踝观察异位成骨情况 　 使用

ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对固定的小鼠足踝组织进行扫描， 扫描电

压 ５５ ｋＶ， 电流 ２００ μＡ， 扫描持续时间为 ７ ｍｉｎ
２０ ｓ， 完成扫描后使用 ＣＴ Ｖｏｘ ｖ１􀆰 １５􀆰 ４􀆰 ０ 软件进行

剖面分析， 使用 ＮＲｅｃｏｎ ｖ１􀆰 ６􀆰 １０􀆰 ４ 软件进行三维

重建， 使用 ＣＴａｎ ｖ１􀆰 １５􀆰 ４􀆰 ０ 软件选取框定小鼠跗

骨、 跖骨区域， 测算小鼠异位新骨体积。
２􀆰 ６　 足踝骨组织脱钙及病理组织染色　 小鼠足踝

骨组 织 脱 钙 及 苏 木 素⁃伊 红 （ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ） 染色、 番红固绿染色方法参照课题组前期

研究［１０］。
２􀆰 ７　 足踝组织 ｍＲＮＡ 提取、 纯化与建库测序　 采

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂， 根据厂商提供的操作方案对总样品

的 ＲＮＡ 进行分离和纯化， 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 对总 ＲＮＡ
量与纯度进行质控， 并使用 Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 对 ＲＮＡ
完整性进行检测。 ＲＮＡ 质量浓度＞５０ ｎｇ ／ μＬ， ＲＩＮ
值＞７􀆰 ０， ＯＤ２６０ ／ ２８０ ＞１􀆰 ８， ｔｏｔａｌ ＲＮＡ＞１ μｇ 进行下游

实验。 使用 ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 磁珠， 根据厂商操作方案

进行 ２ 轮纯化， 特异性捕获 ｍＲＮＡ， 根据仪器厂商

配套试剂及操作方案， 使用 ＲＮＡ 库制备试剂盒生

成测序文库， 并进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序， 产生

１５０ ｂｐ 配对末端读数。
２􀆰 ８　 足踝组织 ｍＲＮＡ 测序下机数据处理与数据分

析　 采用 ｆａｓｔｑ 文件格式控制 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据的读取

质量。 采用 Ｂｏｗｔｉｅ２ ｖ２􀆰 ３􀆰 ３ 和 Ｔｏｐｈａｔ２ ｖ２􀆰 １􀆰 １ 工具

将 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的 ｒｅａｄｓ 数据结果配对到小鼠基因组

上， 找出外显子之间的结合位点， 并使用其下游软

件 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 计算基因表达 （ＦＰＫＭ）， 鉴别不同样

本间的差异基因， 随后使用 ＤＥＳｅｑ２ Ｒ ｖ１􀆰 １６􀆰 １ 软

件进行差异表达分析， 使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ 和 Ｈｏｃｈｂｅｒｇ
法对 Ｐ 值进行调整， 基于差异分析结果， 筛选 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞２ 的基因为显著差异基因， 并

基于组间差异表达基因的筛选结果实施基因功能注

释及通路富集分析。 通过 ＧＯ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ． ｏｒｇ ／ ） 对 ＤＥＧｓ 进行系统注释，
并使用显著性富集分析以揭示其核心生物学特征，
利用 ＫＥＧＧ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｋｅｇｇ． ｊｐ） 开

展通路富集分析。
２􀆰 ９　 细胞培养 　 大鼠髋关节韧带成纤维细胞

（Ｈｉｐ⁃ｌｉｇａｍｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， Ｈｌｆｃｓ） 于团队前期研究获

得并鉴定、 冻存。 复苏后使用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度的培

养箱中培养。 待细胞稳定生长， 融合度达到 ７０％ ～
８０％时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化、 传代， 接种于培养瓶

或培养板。
２􀆰 １０　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力 　 将细胞以每孔 １×
１０４ 个的密度接种至 ９６ 孔板。 待细胞完全贴壁后，
使用无血清 ＤＭＥＭ 饥饿细胞 ８ ｈ， 分别加入 ０、
６２􀆰 ５、 １２５、 ２５０、 ５００、 １ ０００、 ２ ０００、 ４ ０００、
８ ０００ μｇ ／ ｍＬ 补肾强督治偻汤处理 ７２ ｈ， 无血清

ＤＭＥＭ 润洗 ２ 次后， 每孔加入 ９０ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ
及 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 检测液， 于 ３７ ℃恒温孵育箱中孵

育 ０􀆰 ５ ｈ， 使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度

（ＯＤ） 值并计算细胞活性。 公式为细胞活性 ＝
［（ＯＤ给药组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组）］ ×１００％ 。
２􀆰 １１　 Ｈｌｆｃｓ 成骨诱导、 分组及给药 　 选取处于对

数生长期的 Ｈｌｆｃｓ， 按照每孔 １×１０５ 个的密度接种

于 ６ 孔板中。 待细胞汇合度达到 ６０％ 时进行分组给

药。 空白组给予完全培养基； 模型组给予完全培养

基＋成骨诱导； 补肾强督治偻汤低、 中、 高剂量组

给予完全培养基＋成骨诱导＋０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ
补肾强督治偻汤 （经 ０􀆰 ２２ μｍ 筛网过滤除菌）。 成

纤维细胞成骨诱导培养基配方为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘油

磷酸钠＋５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｌ⁃抗坏血酸＋１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米

松＋７ ｎｇ ／ ｍＬ ＢＭＰ⁃２＋５ ｎｇ ／ ｍＬ ＴＧＦ⁃β１［１５⁃１７］， 现用现

配， 每 ３ ｄ 更换 １ 次新鲜培养基， 细胞汇合度达到

９０％ 以上后采取半量换液。
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２􀆰 １２　 ＡＬＰ 染色及茜素红染色检测细胞成骨分化

情况　 成骨诱导分化 ７ ｄ 后， 使用多聚甲醛固定液

固定细胞， 加入根据试剂盒说明书配制的 ＡＬＰ 染

色工作液， 室温避光孵育 ２ ｈ， 轻柔润洗后于显微

镜下观察并拍照， 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 ＡＬＰ 染色图

像进行染色面积定量分析。 成骨诱导分化 １４ ｄ 后，
使用多聚甲醛固定液固定细胞， 加入茜素红 Ｓ 染

液， 室温孵育 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 轻柔润洗后于显微镜下

观察并拍照， 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对图像进行染色面

积定量分析。
２􀆰 １３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｈｌｆｃｓ 成骨相关蛋 白

（ＳＯＸ９、 ＯＰＮ、 ＲＵＮＸ２、 Ｃｏｌ１ａ１） 表 达 及 Ｈｉｐｐｏ ／
ＹＡＰ 通 路 相 关 蛋 白 （ ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ ） 磷 酸 化 情

况　 成骨诱导分化 ７ ｄ 后， 使用含蛋白酶抑制剂和

磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 冰上裂解细胞 ５ ｍｉｎ， 刮取

细胞裂解产物并定量， 加入上样缓冲液， ９５ ℃加

热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性， 于－２０ ℃条件下冷冻保存。
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳并转膜后使用 ５％ 脱脂牛奶封闭

１ ｈ， 分 别 加 入 ＳＯＸ９、 ＯＰＮ、 ＲＵＮＸ２、 Ｃｏｌ１ａ１、
ＬＡＴＳ、 ｐ⁃ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ、 ｐ⁃ＹＡＰ （ １ ∶ １ ０００ ）、
ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２ ０００） 一抗， ４ ℃孵育过夜。 次日使

用 ＴＢＳＴ 漂洗， 加入对应二抗 （１ ∶ ２ ０００） 孵育

１ ｈ， 再次漂洗， 使用 ＥＣＬ 发光显影， 并使用接触

式化学发光成像仪进行成像， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析条带 ＯＤ 值， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算蛋白相对

表达量。
２􀆰 １４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｈｌｆｃｓ 成骨相关基因 （ＡＬＰ、
ＲＵＮＸ２、 Ｃｏｌ１ａ１） ｍＲＮＡ 表达 　 成骨诱导分化 ７ ｄ
后， 使用 ＥＺ⁃ｐｒｅｓｓ ＲＮＡ 纯化试剂盒以离心柱法提

取细胞总 ＲＮＡ， 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 紫外分光光度计对

ＲＮＡ 进行浓度检测， 并使用 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 比值进行

ＲＮＡ 样本质量控制。 引物由生工生物工程 （上海）
股份有限公司合成， 序列见表 １。 以 ＧＡＤＰＨ 为内

参， 使用逆转录试剂盒配制逆转录体系， 并根据说

明书体系条件逆转录为 ｃＤＮＡ， 随后使用 ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ Ｃｏｌｏｒ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂套装， 根据推荐

配制稀释引物并配制反应体系后上机进行 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测， 使用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达量。
２􀆰 １５　 免疫荧光检测　 ６ 孔板中加入多聚赖氨酸包

被的细胞爬片， 按照每孔 １×１０５ 个的密度接种于 ６
孔板中， ２４ ｈ 后成骨诱导并给药干预， 在 Ｈｉｐｐｏ ／
ＹＡＰ 通路磷酸化高峰期时 （成骨诱导干预 ６ ｈ 后）
使用多聚甲醛固定液固定细胞， 取出爬片滴加山羊

血清封闭， 使用 １ ∶ １００ 稀释的 ＹＡＰ 一抗， 于湿盒

中孵育过夜， ＰＢＳＴ 润洗后滴加荧光二抗避光孵育

１ ｈ， ＰＢＳＴ 润洗后使用含 ＤＡＰＩ 的抗淬灭封片剂封

片， 并使用荧光显微镜拍照。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对

图像进行荧光强度定量分析， 计算各组荧光强度。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ
反向 ＡＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡ

ＣＯＬ１ａ１ 正向 ＣＡＣＴＧＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＧＴＡＧＣ
反向 ＡＡＧＴＴＣＣＧＧＴＧＴＧＡＣＴＣＧＴＧ

ＡＬＰ 正向 ＡＧＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＣＣＡＴＣＧＧＡ
反向 ＣＣＡＡＡＣＧＴＧＡＡＡＡＣＧＴＧＧＧＡ

ＯＰＮ 正向 ＣＡＧＴＣＧＡＴＧＴＣＣＣＴＧＡＣＧＧ
反向 ＧＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＧＡＴＣＡＧＡＧＧ

２􀆰 １６　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处

理， 符合正态分布的数据以均数±标准差 （ ｘ± ｓ）
表示， 并使用双尾配对 ｔ 检验分析， 多组间比较采

用单因素方差分析， 若满足方差齐性则使用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法， 方差不齐使用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ Ｔ２ 法； 不

符合正态分布者， 组间比较采用非参数分析， 用中

位数 Ｍ （下四分位数 Ｐ２５， 上四分位数 Ｐ７５） 表示。
重复测量数据， 不符合正态分布及方差齐性者采用

重复测量⁃广义线性模型估计方程， 同一时间， ２
组间比较采用曼⁃惠特尼 Ｕ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

有统计意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补肾强督治偻汤对 ＡＳ 异位骨化小鼠体质量

及脏器指数的影响　 与空白组比较， 模型组、 补肾

强督治偻汤各剂量组及塞来昔布组小鼠体质量变化

曲线未出现差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。 与模型组比

较， 各给药组小鼠肝、 脾、 肾脏指数均无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２。

图 １　 各组小鼠体质量变化 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） ］

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） ］

３􀆰 ２　 补肾强督治偻汤对 ＡＳ 异位骨化小鼠关节肿

胀度的影响　 如图 ２ 所示， 造模第 ９ 天时， 关节肿
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表 ２　 各组小鼠肝脏、 肾脏、 脾脏指数比较 （ｍｇ ／ ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｍｇ ／ ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 肝脏指数（×１０－２） 肾脏指数（×１０－３） 脾脏指数（×１０－３）

空白组 ４􀆰 ７１±０􀆰 ２８ ８􀆰 ０９±０􀆰 ４３ ３􀆰 ２７±０􀆰 ５１
模型组 ５􀆰 ２０±０􀆰 ５３＃ ８􀆰 ８０±０􀆰 ８２＃ ３􀆰 ４２±０􀆰 ５８

补肾强督治偻汤低剂量组 ４􀆰 ９４±０􀆰 ２３ ９􀆰 ２２±０􀆰 ２５ ３􀆰 ６８±０􀆰 １７
补肾强督治偻汤中剂量组 ５􀆰 ０５±０􀆰 ３５ ９􀆰 ５２±０􀆰 ３５ ３􀆰 ５３±０􀆰 ５４
补肾强督治偻汤高剂量组 ４􀆰 ９６±０􀆰 ６９ ９􀆰 １４±１􀆰 ４２ ３􀆰 ６１±０􀆰 ２９

塞来昔布组 ５􀆰 ６６±０􀆰 ２８ ８􀆰 ８０±０􀆰 ７１ ３􀆰 ２１±０􀆰 ４２

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组小鼠关节直径及肿胀程度比较 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， ｎ＝６］

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｊｏｉｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， ｎ＝６］

胀水平达到巅峰。 与正常组比较， 模型组小鼠关节

直径增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 关节肿胀度升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠关节直径无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 随着给药时间延长， 关节肿

胀程度逐渐缓解， 与模型组比较， 补肾强督治偻汤

中剂量组小鼠关节肿胀度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 补肾强督治偻汤对 ＡＳ 异位骨化小鼠趾跗关

节肌腱端韧带骨化的影响　 与正常组比较， ＨＥ 染

色显示模型组小鼠可见跗骨、 跖骨及其韧带端部骨

质增厚， 番红固绿染色显示原附着于骨面及关节面

的韧带组织， 分化为呈红色的骨及软骨组织， 且胶

原纤维紊乱； 与模型组比较， 补肾强督治偻汤各剂

量组和塞来昔布组小鼠新骨形成面积均减少， 见图

３。 与正常组比较， 模型组小鼠可见跗骨、 趾骨肌

腱端部异位新骨形成， 跗骨骨髓腔内侧可见骨质侵

蚀， 异位新骨体积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，

注： ＮＢ 表示新生骨组织； ＣＢ 表示原有皮质骨组织。 红色虚线表示新生骨组织与原皮质骨分界线。 标尺 ２００ μｍ。

图 ３　 各组小鼠 ＨＥ 染色和番红固绿染色

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｓａｆｒａｎｉｎ Ｏ⁃ｆａｓｔ ｇｒｅｅｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｊｏｉｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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补肾强督治偻汤各剂量组及塞来昔布组小鼠异位新

骨体积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中、 高剂量组及塞来昔布

组未见骨质破坏， 见图 ４、 表 ３。

注： 红色区域、 红色箭头表示异位骨形成， 黄色箭头表示骨质破坏。

图 ４　 各组小鼠足踝组织 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｋｌｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 各组小鼠异位新骨体积比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｔｏｐｉｃ ｎｅｗ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 异位新骨体积 ／ ｍｍ３

空白组 ０􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 ２􀆰 ８２±０􀆰 ３０＃＃

补肾强督治偻汤低剂量组 １􀆰 ７８±０􀆰 ３３∗∗

补肾强督治偻汤中剂量组 １􀆰 ３６±０􀆰 ６５∗∗

补肾强督治偻汤高剂量组 １􀆰 ０３±０􀆰 ５２∗∗

塞来昔布组 ０􀆰 ７９±０􀆰 ６６∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 各组小鼠足踝组织差异表达基因分析 　 ＰＣＡ
分析和相关性分析显示， ３ 组样品之间呈现分离趋

势， 而组内样品表现出各自的聚集分布趋势， 见图

５。 与空白组比较， 模型组小鼠关节组织差异基因

共 ４ ７９４ 个， 其中上调 ４ ４８１ 个， 下调 ３１３ 个。 与

模型组比较， 补肾强督治偻汤高剂量组小鼠关节组

织差异表达基因共 ４ ８５２ 个， 其中上调 ８７４ 个， 下

调 ３ ９７８ 个， 见图 ６～７。

注： Ａ 为相关系数分析图， Ｂ 为 ＰＣＡ 主成分分析图。

图 ５　 各组小鼠关节组织样本重复性情况

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｊｏｉｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ５　 各组小鼠足踝组织差异表达基因的富集分

析　 为进一步了解与补肾强督治偻汤治疗 ＡＳ 异位

骨化相关的 ＤＥＧｓ 所涉及的功能类别或者细胞定

位， 进行 ＧＯ 富集分析及 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 其

中生物过程涉及 ＲＮＡ 聚合酶转录调控、 细胞周期、

蛋白磷酸化等； 细胞组成涉及细胞质、 细胞核等

中； 分子功能涉及蛋白质结合、 金属离子结合、 转

录酶活性、 核苷酸结合等， 见图 ８。 根据 Ｐ 值大

小， 分别筛选出空白组与模型组， 模型组与补肾强

督治偻汤高剂量组中显著富集前 ２０ 条通路， 其中
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注： 每个点对应 １ 个差异基因， 红色表示表达量上调， 蓝色表示表达量下调， 灰色表示没有差异。

图 ６　 差异基因火山图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

图 ７　 差异基因热图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

涉及 ＨＩＦ⁃１ 信号通路、 Ｈｉｐｐｏ 信号通路等， 见图 ９。
３􀆰 ６　 补肾强督治偻汤对 Ｈｌｆｃｓ 细胞活性的影响　 如

表 ４ 所示， 培养 ７２ ｈ 后， ４、 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 组细胞活性

较 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示质

量浓度大于 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的补肾强督治偻汤会抑制

Ｈｌｆｃｓ 细胞活性。 因此， 选择 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １ ｍｇ ／ ｍＬ
质量浓度进行后续实验。
３􀆰 ７　 补肾强督治偻汤对 Ｈｌｆｃｓ 细胞成骨分化标志性

染色的影响　 与空白组比较， 模型组细胞外基质出

现被茜素红染成橘红色的矿化结节， 表明成纤维细

胞成骨分化模型构建成功， 见图 １０。 与空白组比

表 ４　 不同质量浓度补肾强督治偻汤对 Ｈｌｆｃｓ 细胞活性的影
响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｕｓｈｅｎ Ｑｉａｎｇｄｕ Ｚｈｉｌｏｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 细胞活性 ／ ％
补肾强督治偻汤 ０ ｍｇ ／ ｍＬ １００􀆰 ００±２􀆰 ００

补肾强督治偻汤 ０􀆰 ０６２５ ｍｇ ／ ｍＬ ９９􀆰 ０６±２􀆰 ３４
补肾强督治偻汤 ０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ １０７􀆰 ６１±２􀆰 ６１
补肾强督治偻汤 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ １０７􀆰 ０９±２􀆰 ５１
补肾强督治偻汤 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ １０２􀆰 ９９±３􀆰 ６２
补肾强督治偻汤 １ ｍｇ ／ ｍＬ ９５􀆰 ０８±３􀆰 ０８
补肾强督治偻汤 ２ ｍｇ ／ ｍＬ ８４􀆰 ０９±３􀆰 ０３
补肾强督治偻汤 ４ ｍｇ ／ ｍＬ ７８􀆰 ６５±２􀆰 ８５∗

补肾强督治偻汤 ８ ｍｇ ／ ｍＬ ２８􀆰 ０６±５􀆰 ６６∗∗

　 　 注： 与补肾强督治偻汤 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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图 ８　 ＧＯ 富集圈图与柱状图

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｐｌｏｔ ａｎｄ ｂａｒ ｃｈａｒｔ

图 ９　 ＫＥＧＧ 富集柱状图

Ｆｉｇ􀆰 ９　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂａｒ ｃｈａｒｔ

较， 模型组 ＡＬＰ 阳性染色程度增加， ＡＬＰ 阳染细

胞面积增加 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 矿化结节增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补肾强督治偻汤各剂量组

ＡＬＰ 阳性染色面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阳染矿化结节

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １１、 表 ５。
３􀆰 ８　 补肾强督治偻汤对 Ｈｌｆｃｓ 细胞成骨分化标志性

蛋白及基因表达的影响 　 与空白组比较， 模型组

Ｃｏｌ１ａ１、 ＳＯＸ９、 ＯＰＮ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补肾强督治偻汤各剂量组

Ｃｏｌ１ａ１、 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
补肾强督治偻汤高剂量组 ＯＰＮ、 ＳＯＸ９ 蛋白表达降

图 １０　 Ｈｌｆｃｓ 成骨诱导后茜素红染色结果

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ
ａｆｔｅｒ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １２、 表 ６。 与空白组比较， 模

型组 ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型
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图 １１　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＡＬＰ、 茜素红染色

Ｆｉｇ􀆰 １１　 ＡＬＰ ａｎｄ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ５　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＡＬＰ 和茜素红染色面积比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｎｄ Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｒｅａｓ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＡＬＰ 染色面积 ／ ％ 茜素红染色面积 ／ ％
空白组 ６􀆰 ３１±６􀆰 ７５ ７􀆰 ２０±３􀆰 ６８
模型组 ５６􀆰 １０±７􀆰 ６６＃＃ ７０􀆰 ７７±１２􀆰 ６１＃＃

补肾强督治偻汤低剂量组 ２１􀆰 ９１±８􀆰 ７２∗∗ ３６􀆰 ５８±５􀆰 ５３∗

补肾强督治偻汤中剂量组 １８􀆰 ７８±４􀆰 ５４∗∗ １６􀆰 ２９±７􀆰 ２３∗∗

补肾强督治偻汤高剂量组 ２８􀆰 ５７±１􀆰 ９９∗∗ １７􀆰 ７８±５􀆰 ５２∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

组比较， 补肾强督治偻汤低剂量组 ＡＬＰ、 ＲＵＮＸ２
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ７。
３􀆰 ９　 补肾强督治偻汤对 Ｈｌｆｃｓ 细胞成骨分化模型

Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路相关蛋白表达及 ＹＡＰ 核定位的影

响　 与空白组比较， 模型组细胞 Ｈｉｐｐｏ 通路关键蛋

　 　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为补肾强督治偻汤低、
中、 高剂量组。

图 １２　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 Ｃｏｌ１ａ１、 ＳＯＸ９、 ＲＵＮＸ２、 ＯＰＮ
蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 １２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｃｏｌ１ａ１， ＳＯＸ９， ＲＵＮＸ２， ａｎｄ
ＯＰＮ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ６　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 Ｃｏｌ１ａ１、 ＳＯＸ９、 ＲＵＮＸ２、 ＯＰＮ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｏｌ１ａ１， ＳＯＸ９， ＲＵＮＸ２， ａｎｄ ＯＰＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｃｏｌ１ａ１ ＳＯＸ９ ＲＵＮＸ２ ＯＰＮ

空白组 １９􀆰 ５４±１１􀆰 １９ ４５􀆰 ６８±１５􀆰 ４０ ４２􀆰 ７０±１２􀆰 ２２ ４９􀆰 ９２±１６􀆰 ７２

模型组 ６７􀆰 ８７±６􀆰 ７４＃＃ ７５􀆰 ３２±９􀆰 １４＃ ６１􀆰 ００±１１􀆰 ８０ ８８􀆰 ３３±９􀆰 ８７＃

补肾强督治偻汤低剂量组 １８􀆰 ６０±２􀆰 ９３∗∗ ６３􀆰 ５７±７􀆰 ０５ ３４􀆰 ６６±９􀆰 ２３∗ ８０􀆰 ６６±８􀆰 ７７

补肾强督治偻汤中剂量组 ２４􀆰 ９６±８􀆰 １５∗∗ ４４􀆰 １５±１７􀆰 ３６ ３５􀆰 ８２±４􀆰 ７１∗ ７１􀆰 ５１±１１􀆰 １２

补肾强督治偻汤高剂量组 ３７􀆰 ８４±６􀆰 ５６∗∗ ４０􀆰 ４６±５􀆰 ４２∗∗ ２９􀆰 ７４±１０􀆰 ８４∗ ３６􀆰 ８８±９􀆰 ７５∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

白 ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ 蛋白磷酸化水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 补肾强督治偻汤中、 高剂量组

ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ 蛋白磷酸化水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低

剂量组 ＹＡＰ 蛋白磷酸化水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图

１３、 表 ８。
与空白组比较， 模型组细胞内与 ＤＡＰＩ 共定位

的核内 ＹＡＰ 荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 补肾强督治偻汤各剂量组细胞内与 ＤＡＰＩ 共
６９５２
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　 　 　表 ７　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＡＬＰ、 Ｃｏｌ１ａ１、 ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ 表达

比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＬＰ， Ｃｏｌ１ａ１， ａｎｄ ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＡＬＰ Ｃｏｌ１ａ１ ＲＵＮＸ２
空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０５
模型组 １􀆰 ９２±０􀆰 ３３ １􀆰 ８６±０􀆰 ３２ １􀆰 ３６±０􀆰 ０７＃

补肾强督治偻汤低剂量组 ０􀆰 ８０±０􀆰 １５∗ １􀆰 ２１±０􀆰 １４ １􀆰 ０４±０􀆰 ０３∗

补肾强督治偻汤中剂量组 １􀆰 ０５±０􀆰 ３０ １􀆰 ０１±０􀆰 ０２ １􀆰 ０３±０􀆰 １２

补肾强督治偻汤高剂量组 １􀆰 １２±０􀆰 ２１ １􀆰 ３９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ９７±０􀆰 １５

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

定位的核内 ＹＡＰ 荧光强度减弱 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 １４、 表 ８。
４　 讨论

异位骨化是 ＡＳ 的主要病理特征， 也是治疗 ＡＳ
的核心难点之一［１８］。 焦树德教授认为， 大偻比一

　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为补肾强督治偻汤低、
中、 高剂量组。

图 １３　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＬＡＴＳ、 ｐ⁃ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ、 ｐ⁃ＹＡＰ
蛋白条带图

Ｆｉｇ􀆰 １３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＬＡＴＳ， ｐ⁃ＬＡＴＳ， ＹＡＰ， ａｎｄ ｐ⁃
ＹＡＰ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为补肾强督治偻汤低、 中、 高剂量组。

图 １４　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＹＡＰ 蛋白核定位情况

Ｆｉｇ􀆰 １４　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ８　 各组 Ｈｌｆｃｓ 细胞 ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ 磷酸化水平及核内 ＹＡＰ 荧光强度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＬＡＴＳ ａｎｄ ＹＡＰ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ＹＡＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｈｌｆｃｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃ＬＡＴＳ ／ ＬＡＴＳ ｐ⁃ＹＡＰ ／ ＹＡＰ 核内 ＹＡＰ 荧光相对强度 ／ ％

空白组 １􀆰 ５６±０􀆰 ３８ １􀆰 ２３±０􀆰 ６２ １７􀆰 ９６±６􀆰 ８４
模型组 ０􀆰 ３９±０􀆰 ２４＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０７＃ ７０􀆰 １４±６􀆰 ８７＃＃

补肾强督治偻汤低剂量组 ０􀆰 ６６±０􀆰 ５６ １􀆰 ３６±０􀆰 ５０∗ ５２􀆰 ７８±５􀆰 ９４∗

补肾强督治偻汤中剂量组 ０􀆰 ８８±０􀆰 １５∗ １􀆰 ４７±０􀆰 ５９∗ ３０􀆰 ３０±８􀆰 １８∗∗

补肾强督治偻汤高剂量组 １􀆰 ０５±０􀆰 ２４∗ １􀆰 １６±０􀆰 ６３ ２１􀆰 ３１±３􀆰 ９７∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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般的风、 寒、 湿痹更为复杂， 病情更深重， 寒湿之

邪深侵入肾累及肝， 而寒邪入侵肾督， 阳气不得开

阖， 是形成大偻之因， 为此专设的补肾强督治偻汤

以补肾强督、 祛寒活络、 强壮筋骨为治则［１９］， 在

临床上屡获良效， 具有缓解患者疾病活动度， 改善

病理性新骨形成的作用［２０］。
ＣＡＩＡ 小鼠因其在自身免疫炎症中产生的关节

韧带端部的病理性骨化， 近年来常被用于 ＡＳ 异位

骨化的研究［２１］。 本研究结果显示， 补肾强督治偻

汤缓解了 ＣＡＩＡ 小鼠的关节炎症， 亦能显著抑制其

关节韧带的病理性新骨形成， 且未引起体质量及

肝、 脾、 肾脏指数改变。
转录组测序分析发现， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＨＩＦ⁃１α、

Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 等信号通路激活， 这些通路的激活往

往与炎症过程密切相关［２２］。 ＨＩＦ⁃１α 转录因子是低

氧反应及关节炎症中血管新生的重要媒介［２３］， 而

在关节炎症中， 这些通路亦被看作是关节炎症的潜

在治疗靶点之一［２４］。 ＫＥＧＧ 通路富集分析发现，
Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路参与补肾强督治偻汤治疗异位骨

化过程。 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通路与成骨、 组织异常位置

生长关系密切［２５⁃２６］， 参与骨组织细胞的成骨过

程［２７］， 与骨代谢有着密切联系［２８］。 在 ＡＳ 病理性

新骨形成过程中， 韧带成纤维细胞的 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ
通路可被机械信号变化激活， 促使其及其他成骨谱

系细胞向成骨方向分化［２９］。
ＡＳ 患者韧带成纤维细胞较正常人往往具有更

强的成骨倾向， 是异位骨化的关键效应细胞之

一［３０⁃３１］。 特定病理因素刺激下， 此类细胞可异常

增殖并向成骨细胞分化， 分泌骨基质， 导致骨赘形

成及最终骨融合［３２⁃３３］。 本研究结果显示， 补肾强

督治偻汤可以减少成骨相关标志物基因及蛋白表

达， 减少韧带成纤维细胞的钙盐结节分泌， 表明其

可以抑制韧带成纤维细胞的成骨分化。
ＹＡＰ 蛋白通过与核内特定转录因子相互作用

来协调转录， 促进成骨相关蛋白及转录因子的表

达。 Ｈｉｐｐｏ 通路激活时， 包括 ＬＡＴＳ 在内的核心激

酶磷酸化， 使得 ＹＡＰ 磷酸化， 难以进入细胞核并

发生降解。 本研究结果显示， 成骨诱导中 Ｈｌｆｃｓ 细

胞 ＬＡＴＳ 磷酸化水平降低， Ｈｉｐｐｏ 通路被抑制， 细

胞核内 ＹＡＰ 表达增加； 补肾强督治偻汤干预后，
ＬＡＴＳ、 ＹＡＰ 磷酸化水平均升高， 核内 ＹＡＰ 表达减

少， 表明补肾强督治偻汤可能通过 Ｈｉｐｐｏ ／ ＹＡＰ 通

路干预韧带成纤维细胞成骨分化过程。
综上所述， 补肾强督治偻汤可减轻 ＡＳ 异位骨

化小鼠韧带端部病理性新骨形成， 其作用可能与激

活韧带成纤维细胞 Ｈｉｐｐｏ 信号通路， 促进 ＹＡＰ 磷

酸化与降解， 抑制韧带成纤维细胞成骨分化相关。
这一发现为补肾强督治偻汤的临床应用提供了新的

科学依据， 也为中医药防治 ＡＳ 异位骨化提供更坚

实的理论基础。
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２６３⁃２６９．

［３０］ 　 Ｋｉｍ Ｃ Ｌ， Ｃｈｏｉ Ｓ Ｈ， Ｍｏ Ｊ Ｓ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｉｐｐｏ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０１９， ８（５）： ４６８．

［３１］ 　 Ｙｉ Ｋ， Ｊｏ Ｓ， Ｓｏｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＯＸ４０⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ．

Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ， ２０２３， ７５（７）： １１７６⁃１１８６．

［３２］ 　 Ｌｉ Ｄ Ｈ， Ｈｅ Ｃ Ｒ， Ｌｉｕ Ｆ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ２， ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ

ＩＬ⁃６， ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ

ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，

２０１６， ８４： ６７４⁃６７９．

［３３］ 　 Ｂｌｅｉｌ Ｊ， Ｍａｉｅｒ Ｒ， Ｈｅｍｐｆｉｎｇ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｅｒｏｄｉｎｇ

ｔｈｅ ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ ｂｏｎｅ ａｌｓｏ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｗ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ

ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ， ２０１６， ６８（１０）：

２４５６⁃２４６５．
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